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近年 , 耳鼻咽喉科領域で反回神経麻痺で の 喉頭 の 注入 材料と して , ま た 整容的手術の 補充充填材料として自己脂肪 の 移
植 が注目さ れ て い る . しか し移植後の月旨肪組織 の 長期経過 に つ い て は 症例数が少なく生者の 機構や移植後の 吸収 に つ い て は不
明な点が多い . 今 回自己遊離脂肪組織移植の 生者機構 の 解明 の た め , ラ ッ トを用い た モ デル を作成 し以下の 検討を行 っ た . ラ
ッ ト鼠径部 の 自己騰肪組織を採取 し背部皮下 に移植す る群 と大腿部筋肉内 に移植する群を作り , そ れ ぞれ 一 塊 に移植す る方
法, 細切 して 注射針で注入する方法で移植を行 っ た . 移植 片の 重量, 組織学的変化 , 免疫組織学的に血管新生や脂肪細胞 の 状
態 に つ い て検討 し た . 背部皮下 移植群で は移植片の 重量 と 日数の 経過 の 間 には 逆相関が認め ら れ , 脂肪を 一 塊に して 移植 した
群は価切 して移植 した群 に比較 し て 有意 に重量が保存さ れ て い た. 組織学的検討で は , い ずれ の 群で も移植片の 顕微鏡下 の 代
表的視野 に お ける全体 に対す る脂肪組織の 比率と 日 数の 間に は逆相関 の 関係が認め ら れ, 逆 に結合組織の 比率と 日数の 間に は
順相関の 関係 が認め ら れ た. 移植片 の 生 者 に関与する因子 と して血 管新生 に着目 し抗v o nW illebra nd因子抗体に よ り染色さ れ
た微小血管 と 血 管内皮増殖因子(v a s cula r e ndothelialgro wth fa cto r, V E G F) と の 閑適 に つ い て免疫組織学的検索を行 っ た .
V E G F陽性細胞は1週間後に移植月旨肪組織周辺 の 結合組織 に発現 した が 次第に減少 し3ケ 月以 後は認め られ なくな っ た . 移植 部
位 の 比較で は 筋肉内移植群で V E G F陽性細胞数が有意 に高値 を示 し た. 微小血 管数は1週間後まで に 著明に増加 し たが その 後
増加は認め られ なか っ た . 移植片 に対 しT U N E L法 によ る アポ ト ー シス 細胞の検索を行 っ た結果, 脂肪 細胞 の ア ポ ト ー シス は
移植 1週間後か ら3 ケ月後まで認め ら れ た . 本検討 に より脂肪組織生着機構 と して微小血管の 増生がある こ とが 明 らか に な っ
た が , 生 着後もア ポ ト ー シ ス が 持続す る こ とが 術後の 移植脂肪 の 減少 の 一 因で ある こ と が判明した . 今後の 臨床応用 に当た っ
て は 脂肪細胞 の 生者を向上 させ ア ポ ト ー シ ス の 誘導をく い 止 め る方策が必要である と考え られ た .
Eey w o rds a utologou sfat tra nspla ntatio n, gr aftsu rvi al, angioge n esi, V a S C ular endothelialgro wth
factor, aPOPtOSis
近年 , 声帯機能不全 に対する声帯内充填術の 注入 材料 り､～`)と
して , ま た顔面や頸部 の 陥凹 部を充填す る方法7)と し て整容的
な面 か ら も自己脂肪組織 は耳鼻咽喉科領域 で注 目 さ れ て い る.
従来 の 注 入材料 であ る ア テ ロ コ ラ ー ゲ ン で は注 入後短期間の う
ち に吸収 さ れ, テ フ ロ ン で は異物性 の 肉芽腫 を生 ず るが , 自 己
脂肪組織 は採取も容易 で , 移植後 の 拒絶反応も少 な い こ と か ら
理想的な注入材料 で ある と 考え ら れ る
1) 7)
. しか し移植後の月旨
肪組織 の 吸収 は約 50～ 70 %程度lト lーりと 移植条件 に よ り差があ
るうえ に , 移植法自体 の 同 一 条件下 で の 基礎的な比較研究 は少
なく移植片 の 重量, 体積 の 変化 に つ い て は予想 し難 い . ま た そ
の 生者機構や長期間 に起 こ る 変化に つ い て は不明である.
移植片 の 体積 や重量を保持す る た め に は , 脂肪組織 の 生 者が
必要で あり, こ れ に は 血 管新生 に よ る血行再開が関与す る と考
えら れ る . 一 方 , 脂肪組織 の 減少を防ぐこ と も臨床上効果 の 持
続の 観点か ら 重要であ ると 考え ら れ る. 移植片が 生 者 しな い 場
合は 脂肪細胞の 壊死 が生 じる ため 脂肪組織が減少す ると考 え ら
れ る が , 生着後も徐 々 に移植片 の 重量や体積が減少する場合が
多くありl)■10), こ れ に は壊死 以外 の 安国が関与 して い る と推測
さ れ る .
本研究で は 異な る条件下 で 移植 し た自己脂月方組織の 重量 , 脂
肪組織や結合組織 の 状況に つ い て経時的に観察 し比較 した . ま
た 血 管新生 を誘導す る田子のノー ー つ で あ る 血 管内皮増殖因--J
′
†
(v a s c ular e ndothelialgro wth fa cto r, V E GF)と微小血管新生 と の
関連 に つ い て 検索 し, 移植片の 生 者と そ の 関連 に つ い て検 討を
試み た . さ ら に脂肪組織が減少する原 因を 追求する ため , 壊死
以 外 に起 こりう る現象と して 脂肪細胞 の ア ポ ト ー シ ス に着 目 し
た
.
こ れ ら の 結 果を踏まえて , こ れま で未解明であ っ た遊 離脂
肪組織の 生者機構 に つ い て考察を加えた い .
平成10年12月28日受付 , 平成11年2月24日受理
A b br e viatio n s: A MeX, a C etO n e m ethyl-be n z o ate xyle n e; b F G F, basic fibr oblast growthfa ctor; D A B,
diamin obe n zidin e;N O, nitr ogen oxide;P B S, pho sphate-bu鮎 red s alin e;T dT, ter minal de oxyn u cle otidyltr an Sferas e;
T U N E L
,
te rminaldeoxynucleotidyltr an Sfer ase- m ediatedde oxyuridin e-5
'
-tripho sphate-bio血 nick end-1abeling;V E G F,
V aS C ular e ndothelialgr o w血 factor;VW F, VO nW illebr and factor
214 筒
対象お よ び方法
Ⅰ. 実験動物 お よび移植 モデ ル の 作成
1. 実験動物
実験 に は体重200g前 後, 6 ～ 8週齢, ウイ ス タ
ー 系雄性 ラ ッ
ト 川 本チ ャ ー ル ズ リ バ
ー
, 横浜) を 使用 し た. 動物 の 取り扱
い は金沢大学動物実験施設の 指針 に従 っ た .
2 . 移植モ デ ル の 作成
移植 モ デ ル の 作成 は ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル (ネン ブ タ
ー ル ⑧
,
ダイ ナ ポ ッ ト, 大 阪)50mg/kgの 腹 腔内投与 に よ る 麻酔下 に行
っ た . 移植す る脂肪組織 は鼠径部 より採取した .
1) 皮下移植群
頭頚部外科領域で の 整容的な移植 の モ デ ル と して ,
一 塊 に し
て採取 した 脂肪組織約300m gをそ の まま 一 塊 と して背部皮下 に
移植す る群 と , ハ サ ミ で 細切 して 18 G注射針を容易に通過す
る大きさ と して 背部皮下 に注入移植する群 に分けた . 各群 5匹
ず つ 実験 モ デ ル を作成 した.
2) 筋肉内移植群
反回神経麻痺 にお け る声帯筋内注入 の モ デ ル と して 同様 に採
取 し た脂肪組織約200mgを右大腿筋内に
一 塊 に して 移植す る群
と ハ サ ミで 細切 し18 G注射針 で注入す る群 に分け た. 各群3匹
ず つ 実験 モ デ ル を作成 し た.
3 . 切片の 作成
そ れ ぞ れ の 群 の ラ ッ トに 対 し, 術 後2 日後, 1週 間後 , 1 ケ月
後, 3ケ月 後 , 6 ケ月 後 に ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル を 腹腔内投与
(200mg/kg)し屠殺 し た後 ､ 移植片 を採取 した ･ 対照脂肪組織
と して 村側 の 鼠径部の 脂肪を採取 した.
移植後の 組織学的変化を検討す る ため , 皮下 移植群か ら は 移
植片 の み と, 周辺 の 結 合織 の 変化を観察す る た め移植片 と そ の
周辺 の 筋 ･ 結合組織 を採取 した . 筋 肉内移植群 は移植片と移植
部付近の 筋 を切 除 し た .
採 取 し た 移植片 は ア セ ト ン ･ 安 息 香醸 メ チ ル ･ キ シ レ ン
(a ceto ne m ethyl-be n z o ate xyle n e, A MeX)固定法
11)に より 固定後
パ ラ フ ィ ン 包捜 し, そ れ ぞ れ か ら厚 さ4〃 m の 切片 を作成 した ･
Ⅰ . 移植片重量の検討
皮下移植群 の 移植片の み 採取 した もの に つ い て は , A MeX固
定前に , 総重量 と脂肪組織, 結 合組織 そ れ ぞ れ の 重量を精密電
子上 皿 台天 秤 (島津製作軌 京都) に て 計測 した . 筋 肉内移植
群 に つ い て は 結合組織が増生 し筋肉と 脚方の 分離 が困難で脂肪
組織の み 取り出す こ とが 著 しく困難であ っ た の で 重量の 測定 は
行 わなか っ た .
Ⅱ . 組織 学的検討
皮下移植群 の 移植片 の み採取 した もの の 切片 と筋肉内移植群
の 切片を使用 し た.
1 . H E染色
パ ラ フ ィ ン 切片を脱 パ ラ フ ィ ン , 親水化 し, ヘ マ トキ シリ ン
液 にて 約10分染色 した後, エ オ ジ ン 液で1 ～ 3分染色 し, 脱水,
透徹, 封入 し光学顕微鏡下の 観察に用 い た.
2 . エ ラス チ カ ･ ワ ン ギ ー ソ ン染色
パ ラ フ ィ ン切 片を脱パ ラ フ ィ ン , 親水化 し, 1 %塩酸加70 %
ア ル コ ー ル で切片を親和させ た後 , ワ イ ゲ ル ト レ ゾ ル シ ン フ ク
シ ン 液 (武藤化学, 束 京) で 5 ～ 8時間染色 した . 水洗 後1 %塩
酸加70 % アル コ ー ル 液で分別 し, ワ イ ゲ ル ト鉄 ヘ マ ト キ シ リ
ン液.(武藤イヒ学)ぎ5｢手10分染色した.ノ水洗後_P･5 %塩酸水で分
別 し水洗 , 色出 し を行 っ た . そ の 後 ワ ン ギ ー ソ ン液 (武藤化学)
で 30秒 ～ 1分 染色 し, 脱水, 透徹, 封 入 し光学顕微鏡下 の 観察
に用い た .
3 . 画像解析
E E染色 と エ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ ー ソ ン 染色 の 標本 に つ い て 経
時的な変化 を観察 し, 光学顕微鏡 で4 00倍 の 視野下 に代表的と
思わ れ る 3カ所を選 び写真撮影 した も の を , パ ー ソ ナ ル コ ン ピ
ュ
ー タ ー に取 り込み 画像解析用 の ソ フ ト NI H Im age(Natio n al
In stitute s of Heal th, Bethe sda, M D) を用 い , 脂肪 組織お よ び結
合組織そ れ ぞ れ の 面積を測定 し, 全体 の 面積 に対する比を求め
た(図1). な お こ の 解析で は月旨肪組織 は壊死 に 陥 っ て い な い 正
常 な形態 を保 っ て い る視野 を選ん で行 っ た .
Ⅳ . 免疫組織染色 に よ る検索
皮下移植群 の 切片 (移植片 と そ の 周辺 の 筋を採取) と筋肉内
移植群の 切片を型 の 如く脱水, 親水化 した 後, 以 下 の 免疫組織
学的検索12)13)に 用い た .
1 . 抗 ラ ッ ト血 管 内皮増殖国子 GTaS C ular e ndotheli algrowth
fa ctor, V E G F) 抗体
2 0% 硫酸 亜鉛溶液 にて 50 0 W, 5分 間2回 の マ イ ク ロ ウ エ
ー
ブ 処 理 を行 い 抗原性 の 駄酒化を行 っ た 後 , 2 0分 間室温 に て
0.3 %過酸化水素水加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ を
阻害 した . リ ン 酸横衝食塩水 (pho sphate-buffer ed s alin e, P B S)
(pH 7.4) で 洗浄後 ウマ 正 常血清を用い ブ ロ ッ キ ン グを行い 抗ラ
ッ トV E G F抗体 (100倍希釈 , Sa nta Cr u zBiote chn olog y, Sa nta
Cru Z, C A) を4℃で 1晩反応 さ せ た . 続 い てP BS にて3分間3回
洗浄後 , ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG抗体 (2 00倍希釈, Ve ctor
h bo ratorie s,Bu rling am e, C A)を用い 室温で30分間反応さ せ た･
2 . 抗 v o nW i11ebra nd 因子 匝o nW illebrandfa cto r,VW F) 抗体
3 %過酸化水素水 に て 5分間内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を阻害
し, P B S で5分間洗浄後, 37 ℃ で0.1 % トリ プ シン (和光純軋
東京) に て蛋白分解処理 し, 抗 原性 の 賦活化 を行 っ た ･ P BSで
洗浄後 ヤ ギ 正常 血清を用 い て ブ ロ ッ キ ン グを行 い 抗 vW F抗体
(200倍希釈, ダコ ジ ャ パ ン , 京都) を室温 で2時間反応 させ た ･
続 い て P B S にて 3分間洗浄後, ビ オナ ン 化ヤ ギ 抗 ウサ ギIgG抗
体(200倍希釈 , Ve cto rI.abo r ato rie s) を用い 室温で 30分間反応
Fig.1. Co mputer a s sisted histologic ala n alysis･ Left side･
histologicalpictu re s of thefatgr a洗(H Estain)･ Rightside, Fat
cells ar e r e C Ognized ands ele cted(bla ck ar e a). n e nthe rati0
0fa re a of fat c ells to that ofo n evis u al 負eldw a s c alc ulated･
Sc alebarindic ate s50Fl m ･
自己遊離脂肪移植 にお ける 血 管新生 と ア ポ ト ー シ ス
させ た .
1)2) と もP B S に て3分間3回洗浄後 ビ オ テ ン ー ス ト レ プ ト ア
ピ ジ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 (biotin -Str ept a Vidin
pe ro xida se c o mplex) (streptA B C Co mplex) (ダ コ ジ ャ パ ン)と
室温 で3 0分間反応 さ せ た 後P B S で洗浄 した . こ の 後0.00 06 %
過酸化水素加0.05 % ジアミ ノ ベ ン チ ジ ン (dia min obe n zidin e,
D AB) (同仁化学研究所 , 熊本)溶液 に て 3 ～ 5分発色 さ せ た .
核染色 は へ マ ト キ シ リ ン で 行 い , 骨法 に し た が い 脱水, 透徹,
封入 し光学顕微鏡下 の 観察に用い た .
陽性 村照組織 と し て抗 ラ ッ トV E G F抗体 に は ヒ ト皮膚 , 抗
vw F抗体 に は ヒ トロ 豊扁桃組織を用い た . 陰性村照と して は各
切片群 にお い てP B Sを 一 次抗 体と して 用い た 染色を行 い , 非特
異的 な染色がない こ と を確認 した .
抗 V E G F抗体染色 に つ い て は 一 つ の 切片 に つ い て免疫反応陽
性 の 細胞 が最も多い と 思 わ れ る3カ所 に つ い て , 光学顕微鏡で
20倍 の 視野下 に免疫反応陽性細胞 の 数を計測 した .
血 管数 の 計測 に は200倍 の 視野下 に杭 州 F抗体 で標識 さ れ た
血管 が最も多 い と 思わ れ る 部位で脂肪組織 と結合組織が 1: 1
と なる よ う に視野を設定 し, 一 視 野 内 の 血 管 の 数を 計測 し た.
形態上 血 管が 分岐 して い る もの に つ い て も単 一 の 血管 と して計
測 し た.
Ⅴ
. 組織切片を用 い た ア ポ ト ー シス の検 出
皮 下移植群 の 切片 と筋肉内移植群 の 切片 に対 し, タ ー ミ ナ
ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ･ トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (te r min al
de o xyn u cle otidyltra n sfe r as e, TdT) 加ビ オテ ン ゲ オ キ シ ウ リ ジ
ン ー5
'
-3 リン 醸 (de oxyu ridin e-5
'
一tripho sphate, d U T P) ニ ッ ク末端
標識 CTd T皿 ediated d U T F biotin nick e nd-1abeling, T U N EI) 法
に て ア ポ ト ー シス 細胞 の 検索を行 っ た
1 4)
. ア ポ ト ー シ ス 細胞 の
検出 に は ア ポ ト ー シ ス 検 出 シ ス テ ム (Apop Tag⑧, On c o r,
Gaithersbu rg, M D) を使用 した .
パ ラ フ ィ ン切片を骨法 に した が っ て 脱パ ラ フ ィ ン , 親水化 し
た後20FL g/ml プロ テ ア ー ゼ K(Sigm a,St. Louis, U S A)に て処理
後, 3 %過酸化水素水加P B S で5分間内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
を 阻害 し た. P B S に て洗浄後Td T壊衝液(100m M カコ ジル 酸カ
リ ウ ム , 2m M 塩 化 コ バ ル ト, 0.2m M ジ チ オス ラ イ ト ー ル ,
pH 7.2) を加え約10秒間反応 させ , T d T反応液 を滴下 し, 各切
片に カ バ ー ガ ラ ス を か け3 7 ℃の 加湿器 で 60分間反応 さ せ た .
次に横衝液(0.3 M NaCl, 30m M ク エ ン 酸 ナ ト .) ウム) 内に室温
で約10分間浸 し, T d T反応を停止 し た . P B S にて洗浄後 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ標 識抗 ジ ゴ キ シゲ ニ ン抗 体 と 室温で 30分間反応 さ
せ た . P B S で洗浄後3-3
'
-D A B で約5分発色 し, メ チ ル グ リ ー ン
で核 染色 を行 い , 常 法に した が っ て脱 水, 透徹 , 封 入 し, 光学
顕微鏡下 の 観察 に用 い た .
Ⅵ . 統計学的処理
重量 , 脂肪組織 お よ び 結合組織 の 面積比, 抗 ラ ッ トV E G F抗
体陽性細胞数, 微小 血管数の そ れ ぞ れ を平均値 ± 標準偏差をも
っ て表 した . 各群間 の 比較は M a n nJW hitn ey の U検定を用 い て
危険率5 %未満 (P < 0. 5)を有意差あり と して判定 した . ま た
相関分析 に はPe ar so nの 相関係数 を用い た .
成 績
Ⅰ . 皮下 移植群の重量
移植片 の 総重量 は, 一 塊 に して 移植 した 場合2 日後お よ び1
週間後 に結合組織 の 増生 によ り若干増加 した が , 1ケ 月後 か ら
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は 減少 し, 6ケ 月後に は 移植前 の 重量の 1 6.67士 3.34 % と なり ,
重 量と 移植後の 日数と の 間に は強 い 逆相関の 関係が認め ら れ た
(図2) (相関係数R = -0.878, p< 0.0001). 珊切 し て移植 し た
場合も同様 な傾向 が認め ら れ , 6 ケ月 後 に は 移植前 の 重量 の
3 1.89 ±12.17 % となり, 強い 逆相関の 関係が認め ら れ た (図2)
(R = - 0.78 7, p< 0.0001). 皮 下移植群 の 移植片の 総重量 は 一 塊
に して 移植 した場合 と細切 して移植 した 場合を比較する と細切
して 移植 した方が 有意に重量が減少 してい た(図3) (P < 0. 5).
Ⅰ . 組織学的検討
1 . H E染色
皮下移植群, 筋肉内移植群 とも2 日後か ら脂肪細胞 の 浮腫,
炎症細胞 の 増加, 1週 間後か ら組織球, リ ン パ 球, 練維芽細胞



























0 2 7 30 9 0 1 80
Days aftertran spIa ntation
Fig. 2. T he cha nge sin the w eight of fat gr aft. Ea ch point
indicates更± S D. Enblo cgr o up(□)a nd min ced gr o up(○)
ar eindic ated. In bothgr o ups,the w eightin cre as ed m o r e or
le ssduringthe丘r st7 days, andthe nde c re a sed gradual1y. The
W eight of fat grafts c or r elated n egativ ely with days afte r
tr a n spla ntatio n. En blo cgroup, R=
～ 0.878, p < 0.0 001.
M in c ed gr o up, R=
M O.787, p < 0.0 00 1(R, C O r r elatio n



















































Fig. 3. ｢me w eight ofe nblo c血tgr a丑s a nd inje cted fat grafts
r etrie v ed o v e r atim e ra nge of 2to 180 days. Statistic ally
Significant c orrelation was obse rv ed betweenthe groupsby




Fig. 4. P hoto mic r ogr aphs of fatgraftstr an Spla ntedinto ba ck
skin . u )Ex cised fat tis su e a s c o ntr ol, (B) ～ (F)En blo cfat
gr afts. (B)At2nd day, alm o ste v e ryfat c ells ke ep n o r m al
shape with minim al fibr o u s c o n n e ctiv etissu eprolife ratio n･
(C) At7th day, m a CrOPhageinfiltr atio n a nd prolifer atio n of
Bbroblast ar e r e C Ognized. (D)At30 th day, n e Cr O Sis offatcells
and s m alle r adipo cyte
-1ike c ells a r efou nd. (E)At90th day･
(F)At180 th day, C O n n e Cdv etiss u ein cr e a sed withtim e. (G)～
(K)Inje cted fat gr afts. (G)At2nd day. (H) At7th day,
bre akage ofc ellw al1sis r e cogniz ed. (I)At30 th day, CyStlike
C aVitie s ar e Obse rv ed. u)At90th day. (喝A亡180th day,V e ry
s mal1a m o u ntof viablefat tis s u eis s u rr o u ndedby c onnectiv e
tiss1e 田Est卑i由..SQale,barindic at
es5OFL m .






















































Fig. 5. Photomicr ographs offatgraftsplac ed inthe m u s cle. GA)～ (D)Enblo cfatgr aAs. (刃At2nd day. (B)At 7th day. (C)At30 th day,
CyStlike c avitie s su rro u nded byinfla m m ato ryc ells ar efrequentレs ee n. (D)At90thday, SeVe re Cellwal1 dis ruptio nis observ ed. (E)～ (H)
Inje cted fatgrafts. (E)A亡2nd day. (円At7th day, a milds u rr o u ndiginflam m atio nis obs e rv ed. ･(G)At30th day. (H)At90 th day,
m a s siv e負bro sisis obse rv ed(H Estain). Scalebarindicates50iL m .
218 高
Fig. 6. Fibr obla stic r e spo n s e sin the gr aft afte r90 days.
Gro wingintr a c ellula rfibrobla sta nd c o11agen a r e obs e rv ed



































Q 2 7 3 0 9 0
Daysafte ｢transplantatio n
Fig. 7. T ne rado of the a re a of fat c ellsto o n evisu al aeld by
co mpute r a s sisted histologic alanalysisin graft. GA)Ba ckskin,
鰐)In m u scle (H Estain). Ea ch pointindic ate s富 士S D. En
blo cgro up(口)and min c edgro up(●)areindicated. In both
(郎 a nd(B)the pe r c entage of fat tis su e c orr elated n ega也vely
wi 也 thedays aftertra n splantation. (朗R= M O.837,p< 0.0001.
























































0 2 7 30 90
Days aftertr a n spla ntatぬn
Fig.8. T ne ratio of the ar e a ofco n n e c也v etis su eto o n evisual
負eld by c o mpute r a ssisted histologic al analysisin gr aft. (朗
Ba ck skiIl, (B)In m u s cle (Ela stic v anGie s o nls stain). Each
pointindicates富 士 S D. En blo cgro up(口)and min c ed gro up
(●) ar eindic ated. In both (A) a nd (B)the pe rc e ntage of
c o n n e ctiv etis s u e c o r related po sitiv ely withthe days after
tr an spla ntatio n. (刃R=0.825, p< 0.000 1. (B) R=0.752, P <































































Fig. 10. The n u mber of V E G Fpo sitiv e c ellsin highpo w e r鮎1d
u nde r mic ro s c opein 血ヒgraft(朗 Ba ck skin,(B)In m u s cle ･
Each pointindic ate s盲 ±S D. En blo cgr o up(□) and min ced
gro up(●) ar eindic ated. T he e xpr e ssio n of V E G Fap pe ared
o n7th day afte rtr a n splantatio n and the nde cr e a sed. In (B)
gro up, the e xpre s sion of V E G Fc o rrelatedn egativ ely with the
days afte rtr a n spla ntatio n. R= こ-0.43 0, P < 0.0 00 1(乳
CO rr ela也o n c o effic e nt).
自己遊離脂肪移植 にお ける血 管新生 と アポ ト
ー シス
脂肪細胞 が融合 し て形成 され た脂肪滴 が認 めら れ る よ う に な
り, こ の 傾向 は細切 して 脂肪 を移植 した場合 に著明 に認め ら れ
た . また 同時 に既存の脂肪細胞より小型 で新しく生成したと思
われ る脂肪細胞も認 め られ たが 3 ケ月 後, 6ケ 月後 に は この よ
うな細胞は認 めず , 壊死 と線維化が主であっ た . 皮下 移植群 は
筋肉内移植群に比 べ 脂肪細胞 の形態が保存さ れ て お り, ま た
一
塊 に して移植 した群 は細切 した群よ り正常脂肪細胞が よ り多く
残存 してい た (図4, 5).
2 . エ ラ ス チ カ , ワ ン ギ ー ソ ン 染色
結合組織は膠原線維 の 増加 が主 であっ た ･ 移植2 日後より移
植片周囲や脂肪組織内 に膠原線維 の 増 生 が認 め られ るよ う にな
り, 日 数と と もに増加が認め ら れ た . また弾性線維 は既存の血
管周辺や膠原線推の 集積 した 部位 に存在 して い た が , 新生 血 管
周囲 に は認め ず, 明 らか な増加は認め られ なか っ た (囲6)･
3 . 画像解析
1) 脂肪組織
皮下移植群 で は脂肪組織の 比率 が 日数 と とも に減少 し同者の
間 に強 い 逆相関の 関係 が認 め ら れ た (R;
- 0 月37, p< 0･000 1)
Fig.9. Im m u n ohisto che micalstainingfo rV E G Fafte r7 days
･
V EGFpo sitiv e cells ar efbund inc o n n e ctiv etis sue a ro u nd fat
gr a丘. Scal 巨ba rindic ates50/L m ･
Fig. 12. Im m u n ohistoche mic al stainingfor v o nW illebra nd
fa cto r7days afte rthe tra n spla ntatio n･ Micr ov ess els a r e
repr e se nted by clu ster s, Which st皿 d o utsharply 血
･
O m Othe r
tissu e s. Scaleba rindicates50FL m .
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(図7 A). 筋肉内移植群でも同様 に強い 逆相関 の 関係を認め た
(Rニ ー 0.790,p< 0.00 01) (図7 B). また脂肪組織 の 比率と移植部
位 (皮下 ･ 筋肉内), 移植前 の脂肪 の 状態 (
一 塊 ･ 細切) の 間 に
はい ずれ も有意差は認めなか っ た .
2) 結合組織
皮下移植群で は結合組織の 比率 は 日数と と もに増加し強い 順
相関の関係が認 め られ (R=0.825,p< 0.00 01) (囲 弘), 筋肉内移
植群 でも同様の 関係が認め られ た (R=0.752,p< 0.000 1)(図8
B). 待合組織の 比率と移植部位, お よ び移植前の脂肪 の 状態の
聞に は い ずれ も有意差は認め なか っ た .
Ⅱ . 免疫組織化学的検討
1. 抗 ラ ッ トV E G F抗体
皮下移植群, お よ び 筋肉内移植群 とも に移植1週間後に周辺
の 結合組織 に V E G F陽性細胞が発現 した (図9). 陽性細胞 は1
週間後 に最も多く出現 した後減少し, 3ケ月 以降で は ほ と ん ど
認 め られ なくなっ た (図10A, B). Ⅵ三G F陽性細胞と移植後の 日
数 と の 間に は弱い 逆相関が認められた 但; - 0.43,p< 0.0001)･
また筋 肉内移植群の ほ うが皮下 移植群 に比 べ V E G F陽性細胞数
が有意に高値 を示 した b<0.05) (図11). V E G F と脂肪 の 状態
と の 間に は有意差は認 められ な か っ た .
2 . 抗 仰 抗体
抗 vW F抗体 によ り血 管内皮細胞が特異的に染色 さ れた (囲
12). 対照組織 に比 して 新生微小血管は1週間後まで に著明 に増
加 したが , そ れ 以 降は血 管数の 増加は認めなか っ た(園13A,B)･
微小 血管数 と1週間目以降の 日 数 との 間に 相関は認 め られ な か
っ た . ま た微小血 管数と移植部位, お よ び脂肪 の 状態と の 間 に
もい ずれも相関を認 め なか っ た .
Ⅳ . ア ポ ト ー シス の積出
皮下移植群で は移植1週間, お よ び1 ケ月 後に 脂肪細胞 の 核
が T U N E L法で 染色 さ れ たが 3ケ 月以後は陽性細胞は認 め ら れ
な か っ た . 筋肉内移植群で は 移植1週間後と 1ケ月 後 に脂肪細
胞 が染色さ れ, 3 ケ月後 で は 陽性細胞 は細切 して移植 した 群に
の み認 め られ た (図14). また 対照群 で は陽性細胞 は認め られ な
か っ た .
Fig･ 14･ Dete ction ofapopto sis in thefatgr aft･ Apoptotic ce
lls
a re stain ed bytheter minal de o xyn ucle otidyl tr a n sfer ase
･
m ediated d U T P-biotin nick end-1abeling(T U N E L) m ethod･
Po s蜘 e signals ar edete cted in the n udeioffatcels･ Scalebar









































Fig. 11. Expre s sio n of V E G Fin fatgrafts ofthe ba ck skin
(retrie v ed in the r ange of 2to 180 days) and of the mu s cle
(retriev ed in the r ange of 2to 90 days)･ T be e xpressio n of
V E G Fw as sign迫c andyhighin the gra允in m u sde thanthatof
baCkskin . Statistically signific ant C O rrelation w a s observ ed




近年, 耳鼻咽喉科領域で声帯内や顔面, 頚部 へ の 自己脂肪移
植が注目 され て い る. 自己脂肪組織 は入手 しや すく , 異物反応
や早期 の 吸収も少なく理想的な注入材料である . しか し長期経
過例の 報告が少なく移植片の 生者 に つ い て は 不明 な点 が多く ,
そ の 生者機構 の 解明の た め本研究を行 っ た.
本研 究で の 脂肪組織 と は白色脂肪組織を指すが , こ れ は複数
の 細胞か ら構成 さ れ て い る. そ れ ら の 細胞 に は, 脂肪細胞 , 前
駆騰肪細胞, 線維芽細胞, 血 管内皮細胞, 神経細胞 が含ま れ る･
成熟脂肪細胞は脂肪滴 を貯蔵して お りl ヒ トで は以 前 は乳幼児
期 や思春期な ど限られ た 時期 に しか 増加せず , 生 産で そ の数 は
決定 される と考えら れて い た . しか し近年の研究 に よ り脂肪細
胞は成人後も増加す る こ とが 明らか に され た
15卜 17)
･ 脂肪 細胞は
結合組織の 細胞群 に属 し間葉系幹細胞か ら分化す る と考え られ
て おり, こ の分化系列 には線維芽細胞, 軟骨細胞, 骨細胞, 平
滑 筋細胞な どの 細胞が含まれ てい る. 脂肪細胞 の発生起源 と し
て は線練芽細胞説 , 血 管周囲の原基臥 骨髄系細胞覿がある が ,
前 駆脾肪細胞 の 段階で は線維芽細胞棟の 形態を示 し, 分化 に伴
い 脂肪滴 の蓄積を認 め るよ う になる こ とか ら, 線維芽細胞由来
鋭が最も有力で あるIS).
移植後の脂肪組織 の重畳の変化 は , 皮下 に移植した場合 , 本
研究で は 1ケ月後で 一 塊の 場合9 1 %, 細切の 場合77 %, 6ケ 月
後には 一 塊の 場合17 %, 細切の場合32% となっ た ･ 1ケ月 で元
の 重量の約90 %, 6 ～ 12ケ月 で 50 %前後 となっ た と する報告
がある 8卜1 0). 本研究 で は先の 報告より減少率が高 か っ た ･ こ の
原因と して 移植法や移植部位の相違が第 一 に考え られ る･ また
成長因子を投与した報告8)もあり種々 の 条件が異な っ た ため と
推測される .
移植脂肪 へ の塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic fibr obla st
growth 触or,bF GF) 投与の 有無で比較した場合, b F GF投与に

































































































0 2 7 3 0
9 0
Days 雨tert｢ a n spはntatio n
Fig. 13.
′
me n u mbe r of micro v e s selsin highpo w e r丘eldu nde r
micr o sc ope in 伽gr afL
･仏)Back 血n,(B)In m u s cle･ Ea ch
pointindicate s烹 ±S D. En blo cgroup(ロ) and min c edgro up
(●) areindic ated.
′
m e n u mbe r ofmic ro v e s s els w a s m arkedly
inc re as edo n7 th daYa丘ertra n splantatio n.
り, b F G F は移植 に有用 であ る こ と の 報告
8)9)が ある ･ b F G F は
中胚葉, お よ び神経外胚葉由来 の 細胞の分裂促進作用があり,
線維化促進作用 と 血 管新生能を持 っ て い る
卵 )
. また 前駆脂肪
細胞 の 分裂を促進す る可能性がある こ と も示唆さ れ て い る ･ し
た が っ てb F G F は脂肪細胞の 生 者, 重量の 維持 に有利 に働く可
能性 が示唆 され る .
移植法 に よ る脂肪組織 の 状態 に関 して は , ヒ トで は4 ､ 6m m
大の 粒子状 で頬部 に移植 し2年後も約50 %生 者 して い た と い う
報告があ る7). 声帯内注入例で は , イ ヌ 声帯筋内に細切 し た脂
肪 と遠心分離 した脂肪を比較し､ 3 ケ月 彼の 移植片 の 体積 は細
切した群 で は 約2 0 %, 遠 心分離 した 群で は約10 % に な ると い
う報告 があ る
l)
. 今 回, 締切 して移植 した 群の 万 が
一 塊 に して
移植 した群 に比 べ 有意 に重量が減少 し たが , こ れ は脂肪組織の
粉砕に よ り脂肪細胞 の細胞壁や 問質 の結合組織, 血 管が 破壊さ
れ 移植片が吸収され る傾向が強くなっ た た め と推測さ れ る･ 今
回の 実験で は脂肪採取時の 操作は切除の み で行 っ た が , 臨床例
で は陰庄 によ る 吸引で行われ る こと が多く , 陰庄を弱くする方
が脂肪細胞 の形態が保 た れ脂肪細胞 の 障害 が 少な い と さ れ
る
7い 18)
. 移植す る脂肪 は脂肪細胞 の破壊が少な い ほ ど生者率が
高 い と予想 される が , 移植す る脂肪の量や部位を調節 しや すい
こと , 注射 針を使用する方 が術創が小さ い こ と な どより注射針
を通る程度 に細切する方法が臨床的に は実際的で ある と考え ら
れ る. 移植操作を容易にする こと に よ り月旨肪細胞 の 障害は避 け
ら れず, こ こに脂肪移植 の困難 さが 挙げられる.
反回神経麻痔声帯 へ の 脂肪組織移植は ヒ トで は 脂肪組織を細
自己遊離脂肪移植に お ける血管新 生 と ア ポ ト
ー シス
切し て注射針で注 入す る が , 大部分 で術後発声時の 声門閉鎖不
全を補助 してか なりの 発声機能改善を認め る ･ 経過 に つ い て は1
年以 上 改善状態を保 つ 例 もある が ,
一 般 に は3 ケ月 以 降は 移植
片の 吸収, 筋の 壊死な ど によ り脚方組織が減少 し, 徐 々 に機能
低下 が 起 こ る 傾向があ る と さ れ て い る
3卜 6)
･ しか し脂 肪注入術
は簡便な方法であ る ため , 移植片が 吸収 さ れ た場合 でも追加注
入 に より機能改善状態を維持する こ と が可能 である ･
一 般 に皮膚 な どの 遊維組織 の 移植片 の 生 者に は 移植床 か ら の
血行 が 関与 して い る と考えら れ る
1 8)
. 本研究 で は移植片の 血管
新生に着日 した が , 移植脂肪は 血 行の 良好 な筋肉内が最も吸収
さ れ にくく, 生 者率が 高か っ た .
一 方骨 ･ 腱 ･ 筋膜上 で は吸収
され る傾向があり, 血行 の 少 ない 部位で は移植片 が壊死 に陥り
やす い 7)1 8). 血 行の 良好な部位 の 方が 血 管新生, 血 行 再開 し や
すい た め壊死 に陥 る組織が少なく な る た め と 考えら れ る･
V E G F は血管内皮細胞 の 増殖 に特異的に関与す る
19)20)
. V E G F
は腫瘍細胞, 平滑筋相月包, マ ク ロ フ ァ
ー ジ , ケ ラチ ノ サ イ トな
どで 生 成, 分泌 され る
12)13)21)
. V E GF は腫瘍増殖, 炎症, 創傷治
癒過程 に お い て 発現す る
20 卜 23)
.
v E G F は別名血 管透過性因子
炉asc ular per m e abilityfa cto r)と も呼ば れ て お り炎症時に は血 管
透過性 を完進 させ 血柴溶出を惹起する . また 内皮細胞 の 遊走を
促進 し, V O nW illebr and 因子の 放出を増加 させ 血 管新生を誘導
す る
21)
. 今回の 検討 で は 移植2 日後まで は V E G Fの 発現 は 認め
なか っ たが 1週間後 で最大 と なり , 3 ケ月 以降は認め な か っ た ･
ま た組織学的に検討 して 移植1週間後 に マ ク ロ フ ァ
ー ジが 出現
し て い る こ と よ り, V E G F は炎症反応 の 過程で出現 し た マ ク ロ
フ ァ ー ジ に よ り分泌 さ れ て い る と推測 さ れ る . ま た vW F抗体
に よ り染色 され た微小血管数は移植 1週間後 で最大 と なり そ の
後は 微小血管 の 増加, 減少 は認 め な か っ た . V E G F膿度と 血 管
新生 の 度合い は 比例す る こ と が多く
22)23)今回も同様な傾向が認
め ら れ た . 以 上 よ り 自己脂肪組織 は 移植後約1週間まで に
v E GF によ る血 管新生 が 起こ り移植片が生着す る こ とが 示唆 さ
れ た . V E G Fを変動 させ る物質や条件 と し て 性 ホ ル モ ン , 低酸
素, 低 グル コ ー ス な どが報告 さ れ て い る
1t"12:う)
･ また 一 酸 化窒素




. N O は炎症時 に好中球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ に より 産生 さ れ
る た め
2【"
, 今 回の V E G Fの 発現 に は N Oも関与 し て い る 可 能性
が示唆 さ れ る . 本実験 で は 筋肉内移植群が皮 下移植辟 に比 べ
VE G F が有意 に高値を示 した . こ れ は 筋肉内移植群で は運動が
多い た め 脂肪細胞 が移植尉 二安定 し て接触 し ない た め, 移植1
週間後でも壊死 に陥 っ た細胞が 所々 に認め られ た･ そ の た め 筋
肉内移植群 の 方が 皮下 移植群 に比 べ , 虚血 によ る低慨素状態と
なりV E G Fの 発現が 強く な っ た と 推測さ れ る .
ま た今 回移植片 の 血 管新 生後生着 して か ら も脂肪組織 の 減少
を認め る こ と か ら , 壊 死 以外 に ア ポ ト ー シ ス も細胞 の 減少に関
与す る可 能性を考えて T U N E L法 を用 い た 検索を行 っ た
14)
･ 本
研究で は皮下 移植群 , 筋肉内移植群 とも移植後1週間より脂肪
組織内に ア ポ ト ー シ ス 細胞 が 出現 し, 1ケ 月で は さ ら に 増加を
認 め た が , そ の 後 は次第 に減少 し た . 移植片は 約1週間で 血 管
新生 が起 こ り生者 し た と考えら れ た が , 1 ケ月 以 降も移植片の
重量 の 減少が続 い た. 月別方細胞 の ア ポ ト ー シ ス は サ イ トカイ ン ,
イ ン ス リ ン , コ ル チ コ ス テ ロ イ ド, 血 清除去状態, 加 熱等 で誘
導 され る24). また 悪性腫瘍 に よ る庶痩 は腫瘍 が産生する腫瘍壊
死因子 伽 m o r n e cr o sisfa cto r- a) な どの サ イ トカイ ン によ り月旨
肪細胞 の ア ポ ト ー シ ス が引 き起 こ さ れ , 脂肪組織が減少する た
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め 発症す ると 考え られ て い る
25)
. 今 回の 検討 で は移植後 の炎症
に伴 い 白血 球が 産生 したサ イ トカ イ ン によ り, 移植 片の脂肪細
胞 の ア ポ ト ー シス が 誘導 され た可能性 が示唆 され る . 移植後長
期間経過し た ため 移植片の 脂肪細胞 は壊死 に陥 っ たもの が多い
と 考え られ る が, 脂肪細胞の 消失 に は移植 に よ る炎症反応 に起
因す るア ポ ト ー シス も関与 して い る と推測 さ れ た.
本研究 によ り自己脂肪移植 は脂肪細胞 の 破壊が少ない 状態で
移植す る方が 生 者率が良好である こ と , 移植 後の 炎症反応 に よ
り血管新生 が 起 こ り移植片が生者す る こ と が 明ら か に な っ た ･
移植 片の 生者彼 の 脂肪組織 の 減少 は脂肪細胞の 壊死以外 に ア ポ
ト ー シス も関与 して い ると推測され た. 今後脂肪移植 に お い て
移植片の 生者率を改善させ る た め , 血管新生や脂肪細胞の 生存
の 面な ども考慮 して 成長因子の 投与な ど脂肪細胞を維持する方
法を検討す べ きで ある と考えられ る.
結 論
ラ ッ トの 自己脂肪組織移植 モ デ ル を用い て 移植法や移植部位
によ る生者の 比較, 観察と , 血 管新生 や脂肪細胞の 状況 に つ い
て の 検討を行 い , 以~Fの 結果 を得 た.
1 . 移植片の 重量と移植後の 日数の 間に は強 い 逆相関が認 め
られ た. 脂肪を 一 塊 に して移植 し た群は 押切 して移植 した 群に
比 較 して 有意 に移植片の 重量の 減少が少 なか っ た ･
2
. 組織学的検討 によ り移植片 の 脂肪組織の 比率と 日数の 間
に 強い 逆相関の 関係 を認め , 結合紙織 の 比率 と日 数の 間に は強
い 順相関の 関係 を認め た .
3 . 免疫組織学的検討 に より移植1週間後 に V E G F陽性細胞
が発現 し微小血管数も著明に増加 した . 自己脂肪組織は移植後
1週間で V E G F に より血 管新生が誘導 さ れ 移植片が 生 着する こ
と が示唆 され た .
4 . V E G F陽性細胞は移植1週間後 に発現 し陽性細胞数は最
大と な るが その 後 は減少し3 ケ月 以 降は認 め ら れず , V E G F陽
性細胞数と 日 数の 間に は弱い 逆相関が認 め られ た ･ また 筋肉内
移植群 の 方が 皮-【F移植群に比 べ 陽性細胞数 が有意 に高値を示し
た.
5 . 移植片 に対 しT U N E L法に よ る ア ポ ト
ー シ ス 細胞の 検索
を行 っ た . 脂肪細胞の アポ ト ー シ ス は皮下 移植群
･ 筋肉内移植
群とも移柵1週間後 か ら認め ら れ る よう になり , 前者は1 ケ月,
後 者は3ケ バ ま で 認 め られ た . 血 管新生 に よ る 生着後も移植什
の 脂肪組織の 減少が起こ るの は 脂肪細胞 の ア ポ ト
ー シ ス も → 囚
で あ ると 推測さ れ た.
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Aut ologousfat tra nspla nta tio nis n o w c o n sidered on eofthe bette rmethods fo raugm en tation techniqu esfortre atm e nt
Ofpar alyzedlarynx e s and cos m etic deformities. Howev e r,long
-ter m gr aft su rviv alprospe ctsre main u nclear . In thisstudy,
W e e V alu at ed cha nge sin gr afted fat tiss ues a nd estim ated their sur viv al, focu slng On anglOge n e Sis a nd apoptosis. W e
design edtw o ty pes of fatgr aft m odelsin rats. Fat tissu es w e re obtained from theingu lnalreglO n a nd w eretra nsplanted by
eithe r e nbloc pla c eme nt orbyilt7e Ction of minc ed fat. Fatgr afts w e retra nspla nted intoeitherthe skin of theba ck orthe
m u s cle ofthe thigh･ T he gr afts w ere va rio usly retrieved over atime r a nge of 2to1 80 days. T he weight ofen bloc fat
gr aftswasslgnific a ntlyhea vierthan that of injectedfatgrafts at ev e ry po l ntin tim e. T he w eight ofthe fatgr aftsc o rrelated
n egatively withn u mbe r ofpostope rativ edays . H istologl Cally, the ra tio ofa rea of fat cellst o that ofthe visu al 丘eldunder
the mic ro s c ope also correlated negativ ely with the nu mbe rof days afte rtranspla ntation, While the r atio of ar e aofthe
COn ne C tive tiss ue had a po sitive c o rrelatio n with this me asure. T he e xpre sion of vascular e ndothelialgro w th fact or
(V E G F)and mic r o a ngioge n e si we rein v estigated im m u nohisto chemic ally using a ntibodies to the von Wi11ebrandfactor.
T he expre s sion of V E G Fap pear ed at 7th day, de c r e ased the r e after and disap peared by 9 0th day. T he n u mbe r of
microvessels w a s m a rkedlyin c rea s ed afte r7th day a nd r e m ain edstable . T he e xpr esion of V EGF w a sslgnific an tlyhighe r
in thegraftint om uscletha nin thatintothe skin ofthe back. Apoptotic cells w e redete cted usl ngtheT U N E Lm ethod, and
W e reObse rv ed in the fat tis s u ebetw e e n7th day a nd 90th day. T he s e re s ults sugge st that, altho ugh V EGF helps tode v elop
the mic ro a nglOge n e Sis which is n e c e s s aryfbrgrafts u rviv al, PrOlongedapopto sis w a s obs e rv ed am ong the gr afted fatc ells
a nd is s uppos edtobe the mqo r c a use of loss ofgraftv olu m e. Furthe r sup portiv e m ethods tofacilitate a nglOgene Sis and
pre v e ntapopto sis wouldse e mt obe helpfulto clinic alap plication of fre efatgr afts.
